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Behavioral effects of ketamine and electroconvulsive therapy

Abstract

Background: Depression is a common disease that causes a great deal of suffering to whoever
is affected. Even though a variety of different pharmacological treatments have been
developed during the last century, a significant proportion of patients remain ill despite
treatment attempts. This warrents further research regarding the mechanism of action for
antidepressant agents.

Ever since it’s introduction, electroconvulsive therapy (ECT) has been a mainstay in the
treatment for depression. It’s mechanisms of action remain elusive, however some evidence
suggests a role for alteration of dopamine transmission. The N-methyl-d-aspartate (NMDA)
receptor antagonist ketamine was recently approved as a treatment for therapy-resistant
depression. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid-receptor signaling
(AMPA) has been suggested to be important for the antidepressant effect of ketamine.
Similarities in onset of action, treatment effect, as well as duration have given rise to a
hypothesis of possible common mechanism of action. Therefore the present study aimed to
explore whether the antidepressant treatments ketamine and ECT have common mechanisms
of action involving glutamate and dopamine signaling.

Material/method: Forced swim test (FST) and assessment of locomotor activity (LMA) were
utilized to investigate the behavioural effects of ketamine and electroconvulsive stimulation
(ECS) on mice, respectively, and whether cotreatment with the AMPA receptor antagonist
2,3-dioxo-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline (NBQX) could impinge upon the

behavioural effects of ECS.



Results: We failed to detect an antidepressant-like effect of ketamine in FST. Ketamine was,
however, found to significantly increase both spontaneous locomotion and the locomotive
response to apomorphine. ECS increased immobility in FST, contrary to what was
hypothesized. Co-treatment with NBQX was found to reduce this behavioural effect. No
significant difference in locomotive response to apomorphine was demonstrated in ECS-
treated animals.

Conclusion: No antidepressant-like effect of ketamin could be demonstrated in the FST. The
enhanced locomotor response in the ketamine-treated mice is suggestive of an increased
dopaminergic transmission. The effects of ECS and NBQX in FST were inconclusive. No
proof for enhanced dopamine signalling as a result of ECS was found.

Keywords: ECT, ketamine, antidepressive effect, AMPA, dopamine.



Introduktion

Depression

Depression dr en vanlig psykiatrisk sjukdom som kénnetecknas av sankt grundstimning,
oforméga att kéinna lust, samt 6kad uttrottbarhet. Enligt Virlshalsoorganisationen &r mer én
264 miljoner ménniskor drabbade virlden dver och depression anses utgdra en dominerande
orsak till ohdlsa(1). Under det gdngna seklet har ett flertal farmakologiska sivil som
samtalsterapeutiska behandlingsmgjligheter utvecklats men trots detta forblir en betydande

andel patienter sjuka trots upprepade behandlingsforsok(2).

ECT

Sedan elektrokonvulsiv terapi (ECT) togs 1 bruk for mer dn 80 &r sedan har den varit en
hornpelare 1 behandlingsarsenalen mot depression. Alternativa farmakologiska behandlingar
har sedan dess tillkommit men ECT har av flera skél behallit sin aktualitet. Jamfort med
klassiska likemedel sdsom selektiva serotonin-aterupptagshdmmare (SSRI) eller tricykliska
antidepressiva (TCA) har ECT en starkare antidepressiv effekt(3). Behandlingseffekten
kommer dessutom snabbare vilket har gjort ECT till ett bra alternativ exempelvis da
suicidrisken bedoms hog och snabb antidepressiv effekt ar angeldgen(4). Darutdver har ECT

befunnits mer effektivt an 6vrig behandling vid terapi-resistent depression(4).

ECT utfors genom att strom leds mellan tva elektroder som applicerats pa huvudet pa en sovd
och muskelrelaxerad person varpé epileptisk aktivitet framkallas i hjdrnan. Experiment har
vid vart laboratorium tidigare utforts for att kasta ljus dver de antidepressiva
verkningsmekanismerna for ECT. Inom ramen fér monoaminhypotesen, enligt vilken
depression beror pa minskade koncentrationer av monoaminerna serotonin och/eller
noradrenalin och/eller dopamin i synapsklyftan, kunde Kjell Modigh pévisa 6kad lokomotion

efter administrering av dopaminreceptoragonisten apomorfin i en musmodell f6r ECT



(electroconvulsive shocks, ECS)(5). Resultatet ansags ge stdd at uppfattningen att fraimjandet
av dopaminerg signalering mdjligen kunde ligga bakom behandlingseffekten. Pa annat hall
har man i samband med ECT-behandlingen av mdss administrerat den glutamaterga N-
methyl-D-aspartate receptor-receptorantagonisten (NMDA) MK-801 och dirigenom kunnat
upphéva den apomorfinpotentierande effekten av ECS pa lokomotion(6). Den epileptiska
aktivitet som uppstar i samband med behandlingen resulterar i riklig frisdttning av
neurotransmittorer, ddribland glutamat, som utgér den frimsta excitatoriska signalsubstansen
1 hjarnan. Harmed tycks det rimligt att glutamat skulle kunna spela en roll for
behandlingseffekten, vilket dven stdds av beteendeforsok som har visat pa en koppling mellan
antidepressiv effekt av ECS och uttryck av den glutamaterga a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid —receptorn (AMPA)(7).

Ketamin

Ar 2000 genomfdrdes de forsta randomiserade kliniska provningarna som kunde pévisa snabb
och relativt bestdende antidepressiv effekt av en ldg dos med NMDA-receptorantagonisten
ketamin(8). Sedan dess har likartad effekt &ven gatt att pavisa hos individer med
terapiresistent depression vilket bidrog till att Socialstyrelsen godkédnde ketamin som
behandling pa denna indikation i oktober 2020(9, 10). Dess snabbt inséttande
behandlingseffekt gor ketamin till ett lovande alternativ till ECT vid depression med
suicidrisk. Dess antisuicidala effekt har befunnits likvérdig men med mindre grad av de
kognitiva biverkningar som ECT &r behéftad med(11). En omstdndighet som emellertid
begrinsar anvdndandet av ketamin &dr dess missbrukspotential(12).

Sedan Skolnick 1990 var forst med att pavisa antidepressiv verkan i beteendeforsok av
NMDA -receptorantagonister har omfattande forskning bedrivits for att klarldgga den
antidepressiva mekanismen(13). Enligt en hypotes utdvar ketamin sin effekt genom att

indirekt orsaka glutamatfriséttning i olika omréden av hjdrnan vilket i sin tur leder till



stimulering av glutamaterga receptorer(14, 15). Till stod for denna uppfattning har man i
forced swim test (FST) kunnat pavisa snabb och bestaende antidepressiv effekt av ketamin
vilken reverseras genom samtidig behandling med AMPA-receptorantagonisten 2,3-dioxo-6-
nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline

(NBQX)(16). I samma modell har snabb men 6vergaende effekt kunnat pavisas av AMPA-
potentieraren LY 392098 vilket talar for att AMPA-signalering dr viktig for att ketamin skall
utova antidepressiv effekt, men ensamt inte racker till(17).

Pa Sektionen for farmakologi vid Géteborgs Universitet har den lokomotionspotentierande
effekten hos NMDA-receptorantagonister tidigare studerats. P4 mdss vars monoamindepéer
uttdomts genom forbehandling med reserpin kunde man pavisa kraftig synergistisk verkan hos
den icke-kompetitiva NMDA receptorantagonisten MK-801 och dopaminreceptoragonisten

apomorfin(18).

Syfte
Syftet med denna studie &r att bidra till 6kad forstéelse for om det finns gemensamma
antidepressiva verkningsmekanismer hos ketamin och ECT involverande signalimnena

glutamat och dopamin genom att studera beteendeeffekter pa mus.

Vetenskapliga fragestdllningar

i) Kan vi replikera en snabbverkande antidepressiv effekt av ketamin respektive ECS pa mus i
FST? ii) Kan vi blockera den antidepressiva effekten av ECS pd mus i FST genom samtidig
behandling med NBQX? iii) Kan vi pdvisa dopaminpotentierande effekt av ketamin
respektive ECS pd mus vad avser lokomotorisk aktivitet (LMA)? iv) Kan vi blockera en
eventuellt dopaminpotentierande effekt av ECS pd mus i LMA genom samtidig behandling

med AMPA-receptorantagonisten NBQX?



Metod

Forsoksdjur

Till experimenten anvdndes hanmoss av stammen “Naval Medical Research Institute”
(NMRI). Dessa tillhandahoélls av Charles River (Tyskland) och vigde 18-20 gram vid
ankomst. Djuren acklimatiserades till den nya miljén 7 dygn innan de anvéndes i forsok.
Mossen holls 1 burar med 6-8 djur vardera under 12 timmars ljus/mork-cykel och med fri
tillgdng till foder och vatten. All hantering och experimentell verksamhet skedde i1 enlighet

med etikgodkidnnande med diarienummer 5.8.18-02142/2019 som utfardats 2019-02-27.

Till ketamin-forsoken anviandes 30 djur som fordelades lika mellan behandlingsgrupperna.
Till ECS-forsoken anvéndes 84 djur. 48 stycken fordelades jaimnt mellan ECS-grupperna och
36 fordelades jaimnt mellan sham-grupperna. Under behandlingens géng dog 7 djur ur
ECS+NBQX-gruppen och 6 djur ur ECS+NaCl-gruppen. I samtliga experiment slumpades
forsoksdjuren till behandlingsgrupp med undantag for tvd mdss som placerades i
Sham+NaCl-gruppen. Detta gjordes mot bakgrund av deras ringa kroppsvikt och det faktum
att bade ECS och daglig NBQX-behandling vid tidigare forsok har resulterat i pataglig

viktnedgéng for somliga moss.

Ldikemedelshantering

Ketamin (Ketalar ®, Pfizer, Kronans apotek) blandades med 0,9 % natriumkloridldsning
(NacCl, salin) for att frambringa en losning med koncentrationen 2 mg/ml vilken doserades 20
mg/kg.

NBQX (Sigma-Aldrich, Tyskland) 16stes i salin till en koncentration av 3 mg/ml. Denna

16sning doserades 30 mg/kg. Apomorfin hydroklorid (Sigma-Aldrich, Tyskland) I6stes i salin



vilket gav en l6sning med koncentrationen 0,1 mg/ml vilken doserades 1 mg/kg. Samtliga

injektioner administrerades intraperitonealt (i.p.) i volym om 10 ml/kg.

Elektrokonvulsiv stimulering

ECS levererades genom salinfuktade alligatorklimmor som applicerades till 6ronen pa
musen. Behandlingen utfordes en géng dagligen i sju dagar. Infor varje behandling vigdes
djuren for att bestimma dosering av stromstyrka, for att upptacka viktnedgang som tecken pa
illabefinnande samt for att dosera korrekt volym av ldkemedel. Stromstyrkan doserades enligt
foljande: <28 g=14 mA; 28-35 g=15 mA; >35 g=16 mA. Ovrig karakteristika hos strommen

var: frekvens: 100 Hz, pulsvidd: 0,5 ms, chockduration: 1 s.

Om strommen framkallade ett toniskt-kloniskt anfall hos musen med toniskt extenderade
extremiteter 1 5-10 sekunder {6ljt av konvulsioner i fram- och bakben i1 5-10 sekunder
betraktades behandlingen som framgangsrikt utford. I annat fall forsdakrades klimmornas
korrekta placering varpa stromstyrkan hdjdes med 1 mA och strdm administrerades pa nytt.
Kontrollgruppen utsattes for ”sham-shock™ vilket innebér att de hanterades pa exakt samma
sdtt som behandlingsgruppen forutom att ingen strom levererades. 30 minuter senare
administrerades NBQX eller salin. En gdng dagligen i tvda dagar innan behandlingen inleddes
tillats mdssen habitueras till alligatorklimmorna genom att dessa monteras pa éronen under

ett par minuters tid.

Forced swim test

Massen placerades individuellt i transparenta plastcylindrar rymmandes vatten med
temperaturen 24-26 °C. Cylindrarna hade dimensionerna 30 cm i diameter och var
avskdrmade for att hindra mossen fran att se varandra. Mossen filmades under 6 minuter

varav de sista 4 minuterna utgjorde underlag for analys. Filmerna delades in i fem sekunder

N



langa intervall som klassificerades utifran det beteende som musen foretradesvis haft(19). Da
musen flot passivt i vattnet eller utforde sma balanserande rorelser med extremiteterna
betecknades detta immobilitet medan 6vrig aktivitet betecknades simning. Forsoket blindades

genom att granskaren av filmerna var ovetandes om vilken behandling varje mus erhéllit.

Locomotor activity

For métning av LMA utnyttjades plexiglaslddor, med dimensionerna 40 x 40 x 20 cm, som
placerats i ljudisolerade plywoodlador (Kungsbacka mét- och reglerteknik, Fjiras, Sverige).
Plexiglasladornas vdggar hade utrustats med fotosensorer bildandes ett rutndt av
detektionszoner. Mossen placerades individuellt i plexiglasladorna och tilldts habitueras varpa
de injicerades med apomorfin och placerades i 1ddorna i 30 minuter. Habitueringstiden var 40
minuter 1 ketamin/NaCl-forsoket och 30 minuter i ECS/sham-forsoket. Ladorna var kopplade
till en dator (Activity Monitor SOF 811, Med Associates, Vermont, USA) som registrerade
sekvenser av detektioner och klassificerade dessa enligt det antal ganger som djuret passerat

en detektionszon, for att pd sé vis mita lokomotion.

Statistisk analys
For statistiska berdkningar anvéndes SPSS. Signifikansnivén var vid samtliga berdkningar satt

till a=0.05. Enstaka outliers exkluderades. Bedomning av normalférdelning inom

behandlingsgrupperna gjordes med Shapiro-wilk test. Vid normalfordelade data frén
ketaminforsoken utfordes independent-samples t-test och i annat fall anvindes Mann-Whitney
U-test. Vid berékningar rorande ECS-forsoken utfordes vid normalfordelade data analysis of
variance (ANOVA) och dérefter Fischer’s Least Significant Difference test (LSD). I franvaro

av normalfordelning utférdes Kruskal-Wallis H-test foljt av Mann-Whitney U-test.
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Studiedesign

De beteendemissiga effekterna av ketamin testades genom att moss behandlades med en
intraperitonell injektion med antingen 20 mg/kg ketamin eller NaCl. 24 h efter behandling
utfordes FST och 48 h efter behandling utférdes LMA.

De beteendemissiga effekterna av ECS och NBQX pa mus testades genom att ECS eller sham
administrerades en gang per dag i sju konsekutiva dagar. 30 minuter efter varje behandling
gavs en intraperitonell injektion med antingen 30 mg/kg NBQX eller NaCl. 24 h efter sista

ECS-behandlingen utférdes FST och 48 h efter sista ECS-behandlingen utférdes LMA (figur

1).
20 mg/kg ketamin/NaCl ECS/Sham + 30 mg/kg NBQX/NaCl LMA
Dag | 1 2 3 Dag| 12 |34 | 5 6 7 8 9
FST | | LMA FST

Figur 1. [llustration av studiedesign for respektive forsok. Siffrorna ovan de gra pilarna anger antal dagar fran
forsoksstart. De lodrita pilarna anger pa vilka dagar som behandling har givits och beteendeforsok har utforts. ECS=
elektrokonvulsiv stimulering, FST= forced swim test, LMA= locomotor activity, NaCl= Natriumklorid, NBQX= 2,3-
dioxo-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline.

1?2



Resultat

Effekt av ketamin (20 mg/kg) i FST 24 h efter behandling

Ett independent-samples t-test utfordes for att jamfora immobilitet mellan
behandlinggrupperna. Det gick inte att pdvisa en signifikant skillnad mellan ketamin (M=208,
SD=18) och NaCl (M=206, SD=26); t(25)=.141, p=.889. Resultatet talar for att ketamin i

denna studie inte utovar en beteendepéverkan i FST (Figur 2).

250

200

100

Immobilitet (sekunder)

Ketamin Nacl

Behandling

Figur 2. Effekt av ketamin (20 mg/kg) i FST. Ketamin administrerades intraperitonealt (i.p.) 24 h innan testet. Y-axeln anger
tiden som mossen var immobila (sekunder). Data uttrycks som medelvédrde + SEM (n=15).

Effekt av ketamin (20 mg/kg) pa spontan lokomotion i LMA 48 h efter behandling.

Ett independent-samples t-test utfordes for att jamfora spontan lokomotion mellan
behandlingsgrupperna. Det gick att pavisa ett signifikant hogre antal aktivitetsregistreringar
hos moss som behandlats med ketamin (M=3251, SD=905) jamfort med NaCl (M=2290,
SD=653); t(25)=3.33, p=.003. Detta talar for att ketamin i denna studie har en

lokomotionshéjande effekt (Figur 3).
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Figur 3. Effekt av ketamin (20 mg/kg) pa spontan lokomotion. Ketamin administrerades i.p. 48 h innan testet. Y-axeln anger
antal aktivitetsregistreringar. Data uttrycks som medelvirde + SEM (n=15). ** p<0.01, t-test.

Effekt av ketamin (20 mg/kg) pa apomorfin-inducerad (1 mg/kg) lokomotion 48 h efter
behandling

Ett independent-samples t-test utfordes for att jamfora skillnad i apomorfin-inducerad
lokomotion mellan behandlingsgrupperna. Det gick att pavisa ett hogre antal
aktivitetsregistreringar bland mdss som behandlats med ketamin (M=743, SD=478) jam{ort

med NaCl (M=347, SD=220); t(18)=2.82, p=.011 (Figur 4).
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Figur 4. Effekt av ketamin (20 mg/kg) pa apomorfin-inducerad (1 mg/kg) lokomotion. Ketamin administrerades i.p. 48 h

innan testet. Y-axeln anger antal aktivitetsregistreringar under 30 minuter. Data uttrycks som medelviarde + SEM (n=15). *
p<0.05, t-test.
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Effekt av ECS, NBQOX (30 mg/kg) och kombination ddrutav i FST 24 h efter avslutad
behandling

Ett Kruskal Wallis test visade att det var skillnad 1 immobilitet mellan behandlingsgrupperna,
H(3)=9.57, p=.023 (Figur 5). Jamforelser mellan behandlingsgrupperna med Mann-Whitney
U test avslojade en signifikant immobilitetsokning hos ECS+NaCl (Median=215) jamfort
med Sham+NaCl (Median=170), U=63.5, p=.005, respektive ECS+NBQX (Median=185),
U=96.5, p=.039. En trend mot 6kad immobilitet kunde ses hos Sham+NBQX (Median=203)

jamfort med Sham+NaCl (Median=170), U=87.5, p=.087.

— * %

200

150
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ECS+NBQX ECS+NaCl Sham+NBQX Sham+NacCl
Behandling

Figur 5. Effekt av upprepad ECS och NBQX (30 mg/kg) i FST 24 h efter avslutad behandling. Y-axeln anger tiden som
mossen var immobila (sekunder). Data uttrycks som medelvéirde + SEM (n=17-18) och analyserades med Kruskal Wallis test
foljt av Mann Whitney U-test. * p< 0.05 jaimfort med ECS+NaCl, ** p<0.01 jamfort med Sham+NaCl.

Effekt av ECS, NBQOX (30 mg/kg) och kombination ddrutav pd spontan lokomotion 48 h efter
avslutad behandling

En ANOVA visade signifikant skillnad i behandlingseffekt pa spontan lokomotion, F (3,63) =
6.43, p=.001. Post hoc-jamforelser avslgjade att ECS+NBQX (M=3797, SD=665) uppvisade
signifikant 6kad lokomotion jamfort med Sham+NBQX (M=2635, SD=538) respektive
Sham+NaCl (M=3098, SD=843). Okad lokomotion kunde iven pavisas hos ECS+NaCl

(M=3393, SD=955) jamfort med Sham+NBQX (M=2635, SD=538) (Figur 6).
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Figur 6. Effekt av upprepad ECS och NBQX (30 mg/kg) pé spontan lokomotion 48 h efter avslutad behandling. Y-axeln
anger antal aktivitetsregistreringar under 30 minuter. Data uttrycks som medelvédrde + SEM (n=17-18) och analyserades med
ANOVA {6ljt av Fischer’s LSD. *p<0.05 jamfort med Sham+NaCl, **p< 0.01 jamfort med Sham+NBQX, ****p<0.001
jamfort med Sham+NBQX.

Effekt av ECS, NBQX (30 mg/kg) och kombination ddrutav pd apomorfin-inducerad
lokomotion 48 h efter avslutad behandling

Ett Kruskal-Wallis test kunde inte pavisa ndgon signifikant skillnad pd apomorfin-inducerad

lokomotion mellan behandlingsgrupperna (H(3) = 6.42, p=.093) (Figur 7).

1,500

1,000

500

Rorelseangivelser (antal)

ECS+NBQX ECS+NaCl Sham+NBQX Sham+NacCl
Behandling

Figur 7. Effekt av upprepad ECS och NBQX (30 mg/kg) pé apomorfin-inducerad (1 mg/kg) lokomotion 48 h efter avslutad
behandling. Y-axeln anger antal aktivitetsregistreringar under 30 minuter. Data uttrycks som medelviarde + SEM (n=17-18)
och analyserades med Kruskal Wallis test.
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Diskussion

FST 24 h efter ketamin/NaCl

Vi lyckades inte pavisa immobilitetsminskande effekt av ketamin 1 FST trots att flera andra
forskargrupper har lyckats med detta(20-24). Medan en tanke kan dgnas at huruvida drogen
var duglig eller injektionerna utfordes korrekt ter sig dessa felkéllor mindre sannolika mot
bakgrund av att samma mdoss uppvisade behandlingseffekt i LMA. Effekten av ketamin i FST
har 1 var forskargrupp tidigare undersokts med varierande resultat. En tankbar forklaring som
formulerats dr att behandlingseffekten dr forhdllandevis svag 1 jimforelse med det stora antal
faktorer som har visats kunna paverka resultatet(25). En forskargrupp som misslyckades med
att pavisa immobilitetsminskande effekt av ketamin i FST pa naiva mdss kunde se en
signifikant behandlingseffekt efter att ha genomfort stressprotokollet Chronic Unpredictable
Mild Stress (CUMS) varfor ett sétt att 6ka kinsligheteten i modellen skulle kunna vara att lata
forsoksdjuren genomga ett stressprotokoll(26).

Till dessa forsok har ndgon positiv kontroll inte anvénts. Somliga argumenterar for nyttan av
att anvédnda positiv kontroll i form av antidepressiva ladkemedel med kénd effekt under de
givna forhallandena(27). Ett sadant forfarande skulle mojligen oka tillforlitligheten hos
resultatet och underldtta tolkningen av eventuell batch-variabilitet men skulle &ven innebira
att ett storre antal djur atgick till varje forsok. Vad som ritt att gora i forhallande till den

djuretiska principen att reducera antal djur i forskning dr dérfor inte sjdlvklart.

LMA 48 h efter ketamin/NaCl

Den pévisade skillnaden i apomorfin-inducerad lokomotion &r i linje med Carlsson &
Carlsson(18) och stddjer hypotesen om 6kad dopaminerg receptorkénslighet. Véra
tillvigagéngsatt skiljer sig emellertid &t pé en viktig punkt. Carlsson & Carlsson

forbehandlade forsoksdjuren med reserpin vilket gjorde dessa sa gott som ordrliga innan
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apomorfinbehandling. I vara forsok anvéndes inget reserpin vilket tillater ett tvadelat
utférande av LMA med mitning av dels spontan lokomotion savél som apomorfin-inducerat
lokomotorsvar. Ketamin befanns dven 6ka bade spontan lokomotion och apomorfinsvaret.
Béda dessa observationer skulle kunna vara uttryck for en 6kad responsivitet i dopaminerga

receptorer eller strukturer associerade till dessa.

FST 24 h efter ECS/sham+NBQX/NaCl

ECS har visats minska immobilitet i FST pa bade ratta och mus(28-32). I de angivna
artiklarna &r effekten bestdende trots metodologiska variationer sdsom stam, antal
behandlingar och anvdndning av narkosmedel. Vid vart laboratorium har effekten av ECS 1
FST pa mus tidigare testats med varierande resultat(icke publicerade data) dar ECS har visats
bade signifikant 6ka och minska immobilitet. Batch-variabilitet har foreslagits som

bidragande orsak medan opalitligheten 1 FST som modell dven framhallits.

Enligt hypotesen som formulerats infor forsoket skulle ECS+NaCl utdva en
immobilitetsminskande effekt i FST vilken skulle reverseras hos ECS+NBQX om AMPA-
signalering var viktig for att effekt skulle komma till uttryck. Trots att effekten av ECS var
den motsatta till vad vi forutsag kunde vi pavisa en signifikant minskning av immobilitet hos
ECS+NBQX jamfort med ECS+NaCl vilket talar for att AMPA-signalering &r av betydelse
for utveckling av de beteendemaéssiga fordndringarna av ECS. Vidare gick det inte att pavisa

ndgon egen effekt av NBQX som skulle kunna konfundera resultatet.

LMA 48 h efter ECS/sham~+NBQX/NaCl
Aven om det inte med siikerhet séiger hur det forholl sig vid tillféllet for FST 24 h tidigare kan

en jamforelse av lokomotion under habitueringsfasen dnda ge en fingervisning ifall en
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beteendeskillnad i FST ér ett uttryck for en skillnad i spontan lokomotion. Om Sham+NaCl
respektive ECS+NBQX uppvisade 6kad lokomotion gentemot ECS+NacCl skulle det mojligen
kunna forklara resultatet i FST. Till stdd for denna ténkbara felkélla rorde sig ECS+NBQX
insignifikant mer 4n ECS+NaCl medan ECS+NaCl & andra sidan rorde sig insignifikant mer

an Sham-+NacCl vilket talar emot lokomotion som konfunderande faktor i FST.

Efter apomorfinbehandling kunde en insignifikant trend mot 6kad lokomotion av ECS+NaCl
pavisas. ECS+NBQX uppvisade nagot ldgre lokomotion an ECS+NaCl. Gruppskillnaderna
var insignifikanta vilket motiverar aterhallsamhet i tolkningen men talar for en trend at 6kad
dopaminkénslighet av ECS samt en hdmning av denna beteendeeffekt genom AMPA-
receptorblockad vilket &r i linje med var hypotes. Jimforelsen av spontan lokomotion innan
apomorfininjektion avsldjade emellertid en hojd spontan lokomotion hos ECT+NBQX

jamfort med sham+NaCl och hos ECT+NaCl jamfort med sham+NBQX.

Effekten av apomorfin pa lokomotion dr dosberoende. Vid 1dg dos(0.1-0.2 mg/kg) har
apomorfin en sederande och lokomotionsminskande effekt(33). Hog dos apomorfin(1.0-1.5

mg/kg), som anvints vid vara forsok, har istéllet en stimulerande effekt pa lokomotion(Ss, 6).

FST validitet

Trots att FST dr en vida tillimpad beteendemodell &r dess vérde ifragasatt. Det passiva
beteendet som uppstir hos mossen under testets gang &r en fraga som har vallat diskussion.
Somliga har argumenterat for att detta dr ett depressionsliknande tillstind medan andra menar
att det snarare ror sig om ett energimaissigt fordelaktigt beteende som mossen uppvisar nér de
stélls infor en akut och ofrankomlig stressande situation(34, 35). Darutdver kan preparat som
kraver dagar till veckor innan de har antidepressiv effekt i en klinisk situation paverka

beteendet i FST redan efter 15 minuter. Dessa svagheter till trots besitter testet hog grad av
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prediktiv validitet(36). Savél som antidepressiva likemedel som medel med allmant
lokomotionshdjande effekt har befunnits minska immobilitet varfér FST med fordel

kombineras med en mitning av spontan lokomotion.

NBQOX

I forskargruppen har snarlika forsok som i denna rapport tidigare utforts. NBQX (10 mg/kg)
misslyckades dé att reversera beteendeeffekten av ECS. Med denna dos hade effekten av
ketamin kunnat reverseras i FST(16). En tinkbar forklaring var att dosen NBQX var
otillracklig vid administrering av ECS dar frisédttning av transmittorsubstans kunde téinkas
vara rikligare. Vid anvindning av NBQX i andra forsok har hogre dos forekommit varfor vi
nu valde att upprepa forsoken med dosen 30 mg/kg(37).

Medan effekten av NBQX pa kramptroskeln dr oklar har antiepileptiskt effekt pavisats av
andra AMPA-antagonister(38, 39). Eftersom den antidepressiva effekten av ECT &r beroende
av intensiteten hos det framkallade anfallet skulle administrering av NBQX strax innan ECS
ddrmed kunna komplicera tolkningen av resultatet sa till vida att en effekt av NBQX skulle
kunna bero pé dess himning av den antidepressiva mekanismen lika gérna som av dess
antikonvulsiva egenskaper(40). Svensson et al kunde reversera den apomorfinpotentierande
effekten av ECS pé lokomotion genom att administrera NMDA-receptorantagonisten MK-801
30 minuter efter varje behandling(6). Detta talar for att glutamaterg signalering ar
betydelsefull postiktalt och vi har dérfor valt samma forfarande med NBQX for att undanrdja
ovan ndmnda konfunderande faktor. Halveringstiden for NBQX har berédknats till 1-4 h och

behandling med NBQX bor dirfor inte paverka effekten av ECS dagen darpa(41).
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Metodologiska/etiska overviganden

I utformandet och genomforandet av forsoken som har legat till grund for denna rapport har
hénsyn tagits till de tre djuretiska principerna som fastslar att forskning ska bedrivas pa ett s&
litet antal djur som mojligt av ett slag som &r sé evolutionart ldgt stdende som mojligt och ska
utforas pa ett sdtt som orsakar sa lite lidande som mdojligt. I enlighet med dessa principer som

kallas ’de tre R:en’, ’replace’, 'reduce’ och ’refine’, har foljande dverviganden gjorts:

Replace

Da malsattningen har varit att studera beteendeeffekter och mojligheten att manipulera dessa
har det inte varit aktuellt att anvidnda t.ex. cellkulturer. Vidare har urvalet av modellorganism
kommit att begrinsas till ratta och mus p.g.a. avsaknad av metod for att administrera ECS och
att studera antidepressivt svar hos ldgre stdende organismer. Trots att prediktiv validitet for
FST ér hogre for rétta foll valet pA mus pa grund av att rattor 16per storre risk att drabbas av

frakturer i samband med ECS-behandlingen(36, 42).

Reduce

Stravan mot att reducera antalet forsoksdjur innebér en risk att begé typ 2-fel vilken far stéllas
mot risken att anvénda ett for stort antal djur vilket kan medfora att sma skillnader utan
klinisk relevans pavisas mellan grupperna. En poweranalys léter sig inte goras da storlek av
behandlingseffekt sdvil som variabiliteten i utfall ar svar att forutse. Antal forsdksdjur har

valts med ledning av tidigare artiklar som berdr liknande forsok.

Refine
ECS kan utforas med eller utan anestesimedel. For att reducera stress och lidande ér det forra
alternativet att foredra. Narkosmedel har emellertid visats influera signalering via AMPA-

respektive NMDA-receptorer vilket lamnar utrymme for att anvdndning av narkosmedel kan
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tankas stora forsoket. Mot bakgrund av detta har vi beslutat att utfora forsdket utan
anestesi(43).

Konklusion

Vi kunde inte pavisa antidepressiv-liknande effekt av ketamin i FST. Ketamin befanns
oka bade spontan lokomotion saval som apomorfin-inducerad lokomotion. ECS utévade
en immobilitetsokande effekt i FST vilket var motsatt till det forvantade resultatet.
NBQX befanns motverka denna beteendeffekt. Ingen signifikant skillnad i apomorfin-

inducerad lokomotion kunde pavisas i de ECS-behandlade mossen

Populirvetenskaplig sammanfattning

Depression dr en vanlig sjukdom som kdnnetecknas av sdnkt grundstimning, nedsatt lust och
okad uttrottbarhet. Under det gdnga seklet har ett flertal olika behandlingar utvecklats mot
depression. Majoriteten av dessa forutsétter daglig behandling under lang tid vilket resulterar i
en gradvis inséttande behandlingseffekt. Beklimmande nog forblir en icke forsumbar andel av
patienter sjuka trots upprepade behandlingsforsok, varfor ytterligare forskning dr motiverad
for att utveckla mer effektiv behandling.

Ketamin som i sjukvarden tidigare anvénts som somnmedel och smartstillande har nyligen
godkénts av Socialstyrelsen som behandling mot svirbehandlad depression och utgor i det hér
sammanhanget en spinnande substans. Till skillnad frén ovan nimnda ldkemedel kan
nédmligen en enstaka dos med ketamin dstadkomma en snabb och ihallande antidepressiv
effekt. Detta talar for att ketamin utdvar sin effekt genom verkningsmekanismer skilda fran
klassiska antidepressiva medel, vilket ocksé styrks av djurexperimentella forsok.

Den kontroversiella behandlingen elektrokonvulsiv terapi (ECT) har sedan introduktionen for

over 80 dr sedan varit en hornpelare i behandlingsarsenalen mot depression. ECT sker genom
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att en elektrisk strom leds mellan tvé elektroder som applicerats pa huvudet hos en sévd och
muskelavslappnad person. Detta utdvar antidepressiv effekt genom mekanismer som dnnu ar
ofullstindigt klarlagda men likheter i behandlingseffekt med ketamin har gett upphov till en
idé om delvis gemensamma verkningsmekanismer. Syftet med vara forsok har varit
undersoka ifall sa &r fallet genom att studera beteendeeffekter av dessa behandlingar p4 moss.
Den ena beteendemodellen kallas ”Forced swim test” (FST) och bygger pa observationen att
en mus som placeras i en behdllare med vatten under en kort stund inledningsvis kommer
simma med stor iver fOr att efter hand anta ett mer passivt beteende. Antidepressiva
behandlingar, déribland ketamin och ECS, har visats 6ka tiden som mdssen simmar och en
sadan beteendepdverkan har darfér kommit att tolkas som en antidepressiv effekt.

Det andra testet bygger pa antagandet att ett &mne i hjarnan som kallas dopamin bade spelar

en roll vid rorelse och forflyttning sdvil som 1 sjukdomsprocesserna som orsakar depression.

Om en antidepressiv behandling befinns 6ka bendgeneheten som moss att springa runt och
utforska nér de placeras inuti en tom l&da skulle det kunna tala for att behandlingseffekten
ddrmed beror av en pdverkan pa dopaminfunktionen i hjérnan.

Utifrén vara forsok gar det inte att séga sékert hur det forhéller sig och for att kunna dra sidkra

slutsatser krévs ytterligare forsok.

Tack
Jag vill uttrycka tacksamhet till Daniela Atanasovski, Alexander Lisinski och Jenny Steen
som har varit hjdlpsamma i utférandet av forsdken samt i sammanstillningen av denna

rapport.
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